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1.緒 論
食肉の量的 ・質的向上につながる骨格筋タンパク質の増量 とその性質の
改変は、骨格筋形成の調節因子の発現を制御することで可能 と考え られる。
筋線維の発生源 となる細胞は個体の発生段階によって異なるが、出生後の
組織再生や組織維持に寄与するのは筋衛二星細胞である。したがって、出生
後の制御 が可能な筋衛星細胞の活性化、増殖、分化の仕組みを解明 し家畜
生体内でその能力を最大限引 き出すことは、畜産研究にとって重要な課題
の一つといえる。
脊椎動物で骨格筋の発生全般 を支配するのは筋転写因子(筋 分化調節因
子myogenicregulatoryfactor:MRF)群で あ り、Myf5、MyoD、myogenin、
MRF4の4種が知 られている。これらは筋分化に伴い、収縮装置構成因子
等の筋特異的タンパク質を発現 させ、細胞融合 による筋管形成を誘導する。
MRF群の機能ついては翻歯類の株化細胞や個体の レベルで研究が進めら
れてきたが、遺伝子をノックアウ トした場合のMyoD、Myf5の相互代償
機能やmyogenin遺伝子の致死性等のゆえに出生後の機能の検討が困難で
あった。また、MRF群の発現様式や役割が発生段階や筋肉部位、細胞の
種類(胚 性筋芽細胞と筋衛星細胞)に よって異な り、蓄歯類株化細胞の結
果を直ちに家畜筋衛星細胞のもの と同様に解釈することはできない。この
ことは筋管形成において重要な役割を果たす細胞接着分子についても同様
といえる。また、細胞接着分子が単に筋管形成時の細胞 を物理的に 「接i着」
させるだけでな く筋分化過程で細胞間情報伝達を担うことも考えられる。
その一つであるα4integri11とvascularcel]adhesionmolecule一ユ(VCAM-1)
の相互作用も筋管形成だけでな く筋衛星細胞の活性化にも関与する考えら
れているが、その詳細は不明である。
本研究ではウシ筋衛星細胞の筋終末分化過程 におけるMRF群 、細胞接
着分子α4inlegrlnとVCAM一ユの分子構造 と役割について分子細胞生物学的
方法により詳細 に検討 した。実験ではホルスタイン種牛の骨格筋10部位、
大腿二頭筋 より調製 した筋衛星細胞、 また、その筋組織および細胞 より抽
出 した全RNAをcDNA塩 基配列の決定および発現解析の材料 とし、培養
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細胞の分化誘導を無血清培地への培地交換によ り行った。
2。 ウ シ 筋 分 化 調 節 因 子 群 のcDNA塩 基 配 列 の 決 定 と 、 骨 格 筋 各 部
位 お よ び 初 代 培 養 筋 衛 星 細 胞 に お け る 発 現
本研 究 で は 、 未 決 定 の ウ シMRF群(Myf5、MyoD、myogeni11、MRF4)
のcDNA塩 基 配 列 を決 定 し、 そ の ウ シ骨 格 筋 各 部 位 ま た は初 代 培 養 筋 衛
星 細 胞 に お け る 発 現 様 式 に つ い てreverse-transcrlbedpo]ymerasechain
reaction(RT-PCR)によ り検 討 した(表 ユ)。
ウ シMyoD、myogellln、MRF4の他 哺 乳 類 動物 種 との相 同性 は そ れ ぞ れ
ア ミノ酸 レベ ル で87、9ユ、93%以上 を 示 した(表2)。RT-PCRに よ り筋
組 織 で は4因 子 とも に発 現 が 認 め られ た が 、 特 にmyogeninとMRF4の発
現 量 が高 く、Myf5の発 現 量 が低 か っ た(図1)。Myf5、MyoDに つ い て は
骨 格 筋 部 位 間 で 発 現 量 の 有 意 な 差 が 認 め られ た(図2)。 増 殖 中の 筋 衛 星
細 胞 で は、Myf5とMyoDの 発 現 が認 め られ 、 経 時 的 にMyoDとmyogenln
の 発 現 量 が徐 々 に増 加 した(図1)。 そ の 後 、Myf5とMyoDの 発 現 上 昇
が抑 制 さ れ た の に対 し、myogeninの発 現 量 が 急 激 に増 加 し、 分 化 誘 導1
日 目以 降 か らはMRF4の 発現 量 が 急激 に増 加 しは じめ た 。 この こ とか ら、
ウ シ培 養 筋 衛 星 細 胞 で のMyf5ま た はMyoD一今myogenin→MRF4とい う
MRF群 活 性 化 の カ ス ケ ー ドが考 え られ た 。 ま た、 骨 格 筋 部 位 間 に み られ
るMyf5とMyoDの 発 現 に は筋 線維 型 との相 関 が あ る こ とが 明 らか に な っ
た 。
3.MyoDまたはMyε5遺伝子 の発現 阻害が ウシ初代培養筋衛星 細胞
の分化 に与え る影響
終末分化上流において、Myf5とMyoDが重要な役割を担うと考えられ
たことから、本研究ではMyoDまたはMyf5の遺伝子発現の阻害による機
能不全が培養細胞の終末分化 に及ぼす影響について検討 した。
MyoDアンチセンスオ リゴDNA(AS-mD)を培地に添加すると、分化
誘導後4日 目には筋管形成 とMRF4、α4integrin、収縮装置構成因子の
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myosinheavychain(MyHC)、速 筋 型 お よび 遅筋 型troponinT(TnT)の発
現 が 抑 制 され た(図3、 表3)。 一方 、Myf5アンチ セ ンス オ リゴDNA
(AS-myf)添加 区 で は、 筋 管形 成 とMRF4の 発 現 は 抑 制 され た もの の他
の 各 因子 の 発現 が抑 制 され な か っ た(図3、 表3)。 図4の よう にAS-mD
の 添 加 時 期 を0(分 化 誘 導 時)～2EI目 また は2～4日 目に 限定 した場 合 に
は培 養 細 胞 で 定 常 的 に発 現 して い るα4integrinの発 現 が 抑 制 され な か っ た
が 、筋 管 形 成 とTnTの 発 現 は0～2日 目で 添 加 した場 合 にの み 抑制 され た。
この 研 究 か ら、 ウ シ筋 衛 星 細 胞 の筋 分 化 にお け るMyf5とMyoDの 役 割 と
そ の 相違 が 明 らか にな っ た。
4.ウ シ α4i皿teg凶nのcDNA塩基 配 列 の 決 定 と初 代 培 養 筋 衛 星 細 胞
に お け る発 現
本 研 究 で は、 筋 管 形 成 に 重 要 な ウシα4integrinのcDNA塩基 配 列 を決 定
し、 ウシ初 代 培 養 筋 衛 星 細 胞 系 の筋 管 形 成 にお け るα4integrinの発 現 解
析 をRT-PCR法ま た は蛍 光 抗 体 染 色 法 に よ り検 討 した 。
決 定 さ れ たα4inlegrinのcDNA塩基 配 列 は1033アミノ酸 を コー ドし(図
5)、ア ミノ酸 配 列 には マ ウス 、 ヒ トとそ れ ぞれ8ユ,1、85.9%の相 同性 が
認 め られ た 。 α4hltegrinは、RT-PCRと蛍光 抗 体 染 色 の結 果 か ら筋 組 織 で
ほ とん ど発 現 せ ず培 養 筋 衛 星 細 胞 の増 殖期 か ら筋 管 形 成 期 にか けて定 常 的
に発 現 す る こ とが 明 らか とな り(図6)、 筋管 形 成 前 の ウシ筋 衛 星細 胞 に
お いて α4integrinが筋 分 化 制 御 に関 与 す る可能 性 が 示 唆 され た 。 また、 分
化 後 で は筋 管 で 強 い 発 現 が み られ る こ とか ら、 α4illtegri11が筋 管 の成 熟 に
重 要 な の 役 割 を担 う と考 え られ た。
5.ウ シVCAM・1のcDNA塩基 配列の決定 と初代培養筋衛星細胞 に
おけ る発現
VCAM一ユ分子には選択的スプライシングのために ドメイン構成の異な
るアイソフオームが多数存在 し、動物種や発現部位によって発現分子種が
異なる。本研究では、ウシVCAM・1のcDNA塩基配列を決定 し、発現様
一154一
式 を検 討 す る こ とに よ り骨 格 筋形 成 にお いて 重 要 な分 子 種 の 特 定 を試 み た 。
RT-PCRによ り、 培 養 細胞 と筋 組 織 で2種 のVCAM-1ア イ ソ フ オー ム
(VCAM-7D、VCAM-6D△7)の発 現 を検 出 した。塩 基 配 列 の 決 定 に よ り、
2種 の ア イ ソ フ ォー ム 問 の違 い は第7免 役 グ ロ ブ リン様(lg)ド メ イ ンの
有 無 で あ る こ とが半1」明 し、 そ れ ぞれ のcDNAは739、650ア ミノ酸 を コー
ドして い た(図7、8)。 分 子 全 長 ア ミ ノ酸 配 列 で 比較 す る と、 ヒ ト、 ブ
タ、 マ ウス 、 ラ ッ トとの 間で70%以 上 の相 同性 を有 して い た 。RT-PCRの
結 果 か ら、VCAM-1は筋 組 織 、 培 養 筋 衛 星 細 胞 の増 殖 期 、 筋 管 形 成 期 の
い ず れ の段 階 で も発 現 して い たが 、 一 貫 してVCAM-7Dの 発 現 割 合 が高 か
っ た(図9)。 さ らに、 血 管 内 皮細 胞 、 腎 上 皮 細 胞 、 リンパ節 上 皮 細 胞 、
リンパ 球B細 胞 の 各 ウ シ細 胞 株 にお け るVCAM一ユの発 現 を骨 格 筋 細 胞 の
場 合 と比 較 した と こ ろ、VCAM-7Dを発 現 して い た の は 骨格 筋 細 胞 の み で
あ っ た(図10)。 これ らの結 果 か ら、VCAM-7Dが ウ シ筋 衛 星 細 胞 の筋 管
形 成 と骨 格 筋 組 織 の維 持 に 重要 な役 割 を果 た す こ とが示 唆 され た 。
6.α41耐eg直nまた はVCAM・1の 機 能 阻 害 が ウ シ初 代 培 養 筋 衛 星 細
胞 の 分 化 に 及 ぼ す 影 響
本 研 究 で は、 抗 α4integrin抗体 また は 抗VCAM一ユ抗 体 を添 加 して 両 因子
の 機 能 を阻 害 す る こ とで、両 因子 の筋 分 化 に お け る役割 につ い て検 討 した 。
抗 α4integrinまたは抗VCAM一ユ抗 体 を筋 衛 星 細胞 培 養 系 に添加 す る と、
分 化 誘 導 後4日 目で筋 管 形 成 が抑 制 され た(図11)。 抗 α4integ血抗 体 の
添 加 区 で 、 分 化 誘 導 後2日 目に は上 流 のMyoDとMyf5の 発現 に変化 が な
か った が 、4日 目で発 現 が増 加 す る傾 向が 認 め られ た(図 ユ2)。Myogenin、
MRF4、MyHqsTnTの 発 現 に は影 響 が み られ な か っ た・ 抗 α4illtegrinま
た は抗VCAM一ユ抗 体 の 添加 時 期 を筋 管形 成 前 の0(分 化 誘 導 時)～2日 目
に 限定 した場 合 、4日 目に筋 管 形 成 が抑 制 さ れ た(図1ユ)。 また、 両抗 体
の添 加 を2～4日 目 に限 定 した場 合 、 筋 管 形 成 は抑 制 さ れ な か っ た。 この
研 究 か ら、α4integrinとVCAM4が細 胞 融合 前 で筋 管 形 成 を制 御 し、ま た、
Myf5とMyoDの発 現 調 節 を行 う可 能 性 が 明 らか に な っ た。
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7.総 括
Myf5とMyoDの発現阻害の実験結果から、ウシ筋衛星 細胞の筋分化に
おいて、(1)両 因子の遺伝子発現が筋管形成 に必須であること、(2)収
縮装置構成因子の発現にはMyoDが 不可欠な役割を担うこと、(3)筋 管
形成 と収縮装置構成因子の発現はある段階から互いに異なる制御をうける
可能性、(4)MyoDはα4integrinの発現を元進させるがこの発現制御は
可逆的であることが明 らかになった。
抗体 によるα4integril1またはVCAM-1の機能阻害実験の結果か ら、
(5)両 因子が細胞融台以前の段階で筋管形成 に必要であること、(6)
筋管形成期以降に両因子がMyf5とMyoDの発現を抑制する可能性が示唆
された。
以上の結論を考えあわせると、ウシ筋衛星細胞の筋管形成過程で、MRF
群 とα4integrin、VCAM一ユが相互に制御することで筋分化が進行すると推
察された(図13)。
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表1.ウ シ筋 分化調節 因子群 のcDNA塩 基配列、ア ミノ酸 配列 とRT-PCRによ り増幅 した領域.
cDNA断片長(bp)codin領 域 ア ミノ酸残基数 増幅領域
(MyfS)
MyoD
myogenin
MRF4
1055
735
1010
768
954
675
726
255
318
225
242
370-615
445-699
268-581
302-583
表2.ウ シMyoD、myogenin、MRF4アミノ酸配列の他動物種 との相 同性.
配列の相同性(%)
MyoD myogenm MRF4
cDNA AA cDNA AA cDNA AA
ヒト
ブタ
マウス
ラッ ト
88.0
92.9
83.4
83.3
90.6
95.6
88.7
87.5
89.9
92.0
87.4
87.3
91.5
94.6
92.0
91.1
93.8
89.4
88.9
98.4
93.8
94.6
RPL7→ レ
Myf5→ レ
MyoD→ レ
Myogenin→レ
MRF4→ レ
増殖 分化誘導
一一一一一一一与 一一一一一一 一一一一伽レ
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図!.ウ シ初 代培 養筋
衛 星細 胞 におけ る筋分
化 調節 因子群 の発 現様
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図2.ウ シ 骨 格 筋 各 部 位 に お
け るMyf5、MyoD、Myosin
heavychain(MyHC)アイ ソ
フ ォ ー ム の 発 現(左)。RPL7:
虹bosomalproteinL7(内部 標
準).MyHC-slowは 遅 筋 型
MyHC,MyHC-2a,MyHC-
2xは 速 筋 型MyHC.
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MyoD
(6ｵM)
MyfS
(20ｵM)
無添加 アンチセンス配列 コントロール配列
聯藩懸灘霧1
撫灘騨鶏灘 も
図3.Myf5またはMyoDア ンチセンスオリゴDNAの 添加がウシ初代培養筋衛星細胞の筋管形成に及ぼ
す影響.バ ーは200μm.
10%ウシ胎 児血清/DMEMCosmedium(無 血清)L一 イ、
lll解陰 一 :一
図4.ア ンチセンスオリゴDNA添加実験のタイムテープル.分 化誘導時を0と した.
表3.Myf5またはMyoDア ンチセンスオリゴDNAの 添加がウシ初代培養筋衛星細胞の筋管形成と各因'
子の発現に及ぼす影響.
発現阻害した因子
筋管形成
各因子の発現
添加時期 myogeninMRF4a4integrinMyHCsTnTfTnT
MyfS
一2^一4
0～2
2～4
↓ ↓
MyoD
?
?
?
〜
〜
〜
?
?
?
?
?
?
←
↓ ↓ ↓
?ー
?
?
??
?
?
?
?
RpL7:dbosomalpmteinL7chain(内部 標 準)、MyHC:胚 型myosinheavychain、fTnT、sTnT:速筋
お よ び 遅 筋 型troponinT.一は 影 響 な し 、 ↓は 抑 制 を 示 す.
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ミノ酸配列. 下線部はRT-PCRで増幅した領域.太 字はプラ
イ マ ー 。
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図6,ウ シ初代培養筋衛星細胞 にお ける
α4integrinの発現 経 時変化.左:蛍 光
抗体 染色像 、上:RT-PCR後の電気泳 動
像,M:大 腿二頭筋組織、RPL7:hbosomal
proteinL7chain(内部標準).
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integrinの発現 経時変化.M:大 腿二頭 筋組織、
RPL7:hbosomalproteinLフchai皿(内部標準).
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図10.ウ シ各種細胞 にお けるVCAM-1の発現
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図12.抗 α4integゴn抗体 の添加が ウシ初代
培 養筋 衛星 細胞 の各 因子 の発現 に及ぼす影
響.分 化誘 導後4日 目の筋 分化 調節 因子群
(a)、筋収縮 タンパ ク質群(b)、 な らび に
分化 誘導後2日 目のMyoDとMyf5(c)に
つ いて調 べた.RPL7:dbQsomalproteinL7
chain(内部標準)、MyHC:胚型myQsi皿heavy
chain、frnTおよび 訂nT:速筋お よび遅筋
型troponinT.
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図13。 ウシ筋衛星細胞 の筋 分化 にお ける各因子 の制 御の相互 関係.実 線矢印 は本研究 で確認で きた正 の
制御 、点線矢印は他 の知見か ら考え られている正の制御 、バー付 きの実線は負の制御 を示す.MyHCemb:
胚型myosinheavychain、frnTおよび 訂nT:速筋お よび遅筋型 仕oponinT.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
食 肉の量 的 ・質的向上 に関 して,筋線維 の出生後 の再生や維持 に寄与す る筋衛星細胞 の活性化,増 殖,
分化 の仕組 み を解 明 し,そ の能力 を最大 限引き出す ことは畜産研 究に とって重要な課題 の一つで ある。
本 研究 は筋衛 星 細胞 の筋 終末 分化 過程 の筋 分化 調節 因子(MRF)群,細 胞接 着 分子(α4integrin,
VCAM-1)の分子構 造 と役割 を ウシ筋衛 生細胞 の培養i系を確立 して分子細胞 生物学的 に解析 した もの
である。
は じめに,未 決定 の ウシMRF群(MyoD,myogeniロ,MRF4)のcDNA塩基配列 を決定 し,各 部位
の骨格筋 と初代 培養筋衛 星細胞 にお ける発 現様 式 につ い て解析 す る こ とに よ り,筋 組 織 ではすべ て
のMRF群 の発 現 が認 め られ,myogeninとMRF4の発 現量 が高 く,Myf5の発 現量 が低 い こ とを,ま
たMyf5とMyoDの発現 は筋線 維i型との相関 があ るこ とを明 らかに した。 さらに,増 殖 中の筋衛 星細
胞 で詳 細な解析 を行 い,ウ シ培養筋衛 星細胞 でのMyf5また はMyoD一・myogenin-MRF4のMRF群
活性化 のカスケー ドを提案 した。終末分化 上流 におい て,Myf5とMyoDが重 要な役割 を担 うと予測
され る ことか ら,MyoDとMyf5の遺伝 子発現 をそれ らの アンチセ ンス オ リゴDNAで 阻害 して筋衛 星
細胞 の終末 分化 を解析 した。MyoDのア ンチセ ンス オ リゴDNAは,分 化誘 導後4日 目に筋管形成 と
MRF4,α4integrin,Myosinheavychain(MyHC),速筋型 お よび遅筋型troponinT(TnT)の発現 を抑
制 した。一方,Myf5のア ンチセ ンスオ リゴDNAは,筋 管形成 とMRF4の発現 を抑制 したが他 の各 因
子 の発 現 を抑制 しなか った。 この様 に,ウ シ筋衛 星細胞 の筋分化過程 でのMyf5とMyoDの役割 の相
違 が明 らかに され た。
次に,ウ シの細胞接着 分子 のcDNA塩 基配 列 を決定 し,筋 衛星細胞の分化に及ぼす影響 を解 析 した。
α4inte帥ncDNA塩基配 列は1033アミノ酸 をコー ドし,ア ミノ酸配 列ではマ ウス,ヒ トとそれ ぞれ
81.1,85.9%の相 同性 を有 した。VCAM-1は,2種 のアイ ソフォー ム(VCAM-7D,VCAM-6D△7)
があ り,cDNA塩基配列の決定 によ りアイ ソフォーム間の違 いは第7免 疫 グ ロブ リン様(Ig)ドメイ ン
の有無 であ るこ とを明 らかに し,個 々のcDNAは739,650アミノ酸 をコー ドした。分子全長 ア ミノ
酸配列 では,ヒ ト,ブ タ,マ ウス,ラ ッ トとの間で70%以 上 の相 同性 を有 した。 α4integrinは,培
養 筋衛 星細胞 の増殖期 か ら筋管形成期 にかけて定常的 に,分 化後 では筋管で強い発 現 がみ られ る こと
か ら,α4integhnが筋管 の成 熟に 関与す るこ とが示 され た。VCAM-1は筋組織 培養衛 星細胞 の増
殖期,筋 管形 成期 のいずれ の段階 でも発現 したが,一 貫 してVCAM-7Dの発現割合 が高 かった。 さら
に,VCAM-7Dの発現 は骨格筋細胞 のみで あった こ とか ら,VCAM-7Dが筋衛星細胞 の筋管形成 と骨
格 筋組織 の維持 に重 要 な役割 を果 たす こ とが示 され た。抗 α4integdnまたは抗VCAM-1抗体 は,分
化誘導後4日 目で筋管 形成 を抑 制 し,MyoDとMyf5の発 現 を増加 した。 これ らの抗体 の筋管形成抑
制効果 は筋管形成 前に限定 され た。 この こ とか ら,α4integrinとVCAM-1が細胞融合前 で筋管形成
を制御 し,Myf5とMyoDの発現調 節を行 うことが示 された。
本論 文で は,ウ シ筋衛 星細胞 の分化 過程 で,Myf5とMyoDが筋管 形成 に,MyoDが 収縮装置 構成
因子の発現 に必須な役割 を担 うこ と,MyoDは α4integrinの発現 を制御す るが この発現制御 は可逆的
で あるこ と,α4integdnまた はVCAM-1が細胞 融合以前 の段 階で筋管形成 を制御す る こと,筋 管形
成期以降 に両因子がMyf5とMyoDの発 現 を制御す るな ど,多 くの新知 見が明 らか に され た。 この こ
とは,産 肉性 向上 を試 み る上 で,新 た な研究 展 開を提示す る もので あ り,高 く評価 され る。 よって,
審査員一同は,こ れ を博 士(農 学)の 学位 を授与す るに値す るもの と判定 した。
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